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Анотацiя
Дана робота присвячена дослiдженню хвороби ШМТ1А на прикладi трансгенних мишей. А саме, дослiдження
стуктурних особливостей периферичних нервiв, проведення морфометричного аналiзу мiєлiнiзованих аксонiв за
допомогою електронного та свiтлового мiкроскопiв. Дослiдженi трансгеннi мишi з додатковими копiями PMP22
мають такi клiнiчнi вiдхилення: демiєлiнiзацiю нервових тканин периферичної системи, м’язову атрофiю та аномалiї
ходи. Ми очiкуємо, що модель мишей ШMT полегшить iдентифiкацiю механiзму клiтинної хвороби i допоможе
оцiнити потенцiйнi стратегiї лiкування.
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Вступ
Нормальне функцiювання периферичної нервової
системи вiдбувається тiльки за наявностi мiєлiнової
оболонки, що вкриває аксони та утворюється клiти-
нами Шванна. Цi вузькоспецiалiзованi глiальнi клi-
тини огортають нервовi тканини багатьма шарами
мiєлiну, що сприяє швидкому поширенню iмпульсiв
уздовж аксона.
Найбiльш поширенi нейрологiчнi хвороби, в яких
порушується функцiонування периферичної нерво-
вої системи – периферичнi нейропатiї. Цi порушення
вiдбуваються внаслiдок рiзних причин. Наприклад,
дiабет i алкоголiзм часто викликають набутi нейро-
патiї. Менш поширеними є спадковi нейропатiї [2],
що визначаються мутацiями одного гена. Серед них
i хвороба Шарко-Марi-Тута (ШMT), також вiдома
як спадкова моторно-сенсорна нейропатiя, дiагно-
стується з частотою у 40 захворюваных на 100 тис.
населення. Iз цiєї статистики видно, що дана хвороба
є дуже розповсюдженою. На сьогоднiшнiй день не
iснує методiв для її повноцiнного лiкування.
Мета даної роботи – за результатами серiї експери-
ментiв запропонувати ефективнi стратегiї лiкування.
1. Опис хвороби ШМТ типу 1А
Хвороба Шарко-Марi-Тута (ШМТ типу 1А) є най-
бiльш поширеною спадковою нейропатiєю у людей i
пов’язана з дуплiкацiєю великої дiлянки короткого
плеча 17-ї хромосоми (17p11.2), довжиною 1.5× 106
bp (base pair – базовi блоки ДНК). Ця дiлянка несе
в собi ген PMP22 (кодуючий бiлок периферичного
мiєлiну розмiром 22 kDa). Вiн входить до складу мi-
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єлiнової оболонки периферичних нервових волокон.
Внаслiдок дуплiкацiї збiльшується кiлькiсть виробле-
ного бiлка PMP22, що призводить до структурних
та функцiональних порушень мiєлiнової оболонки.
Частота захворювань саме на ШМТ1А складає
60–70% вiд всiх iснуючих форм ШMT. Ця форма має
аутосомно-домiнантний тип наслiдування. Повiльно
прогресуюча хвороба, зазвичай, починається в но-
гах, проявляеться в першi два десятилiття життя.
Пацiєнти з класичним фенотипом ШMT мають такi
вiдхилення: слабкiсть i атрофiя дистальних м’язiв,
втрата сенсорностi, гiпорефлексiя i деформацiя ске-
лета. Тривалiсть життя не скорочується i пацiєн-
ти зазвичай залишаються амбулаторними протягом
усього життя, хоча часто потребують ортопедичної
дiяльностi [2].
2. Зниження швидкостi нервової провiдно-
стi при ШМТ1А
Характерною рисою ШМТ1 є зниження швидкостi
провiдностi (NCV) в периферичних нервах. РМР22-
трансгеннi щури дослiджувалися у вiцi 2.5 мiсяцiв
i показали iстотне зменшення провiдних властиво-
стей як моторних, так i сенсорних нервiв (рис. 1.(A)).
Збiльшилася затримка складних моторних (рухових)
потенцiалiв дiї (СМАР), що вплинуло на швидкiсть
провiдностi моторного нерва, яка складає 14.7 (±
5.1) м/с у трансгенних щурiв, порiвняно з 36.4 (±
2.5) м/с у диких типiв [1]. Окрiм уповiльнення NCV,
була знижена амплiтуда СМАР вiд дистальної сти-
муляцiї. Були замiрянi сенсорнi потенцiали дiї нервiв
(SNAP), їх NCV було також зменшена до 14.9 (±7.2)
м/с у трансгенних щурiв та 34.5(±4.0) у дикого типу.
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Рис. 1. (A) Графiки потенцiалу дiї (СМАР) м’язу
стопи пiсля проксимальної та дистальної стимуляцiї;
(В) Графiки показань EMG
Таким чином, зниження NCV були схожi з рузульта-
тами у пацiєнтiв з ШМТ1А.
Вимiри були проведенi на вiдстанi 40 мм вiд стиму-
люючого електроду i показали характерну десинхро-
нiзацiю СМАР (полiфазiя) у трансгенних щурiв[1].
Незважаючи на мiнiмальнi морфологiчнi ознаки де-
генерацiї аксонiв РМР22-трансгенних щурiв, записи
EMG (рис. 1.(B)) з м’язiв стоп виявили велику кiль-
кiсть фiбриляцiйних потенцiалiв, що свiдчить про
часткову денервацiю м’язiв.
3. ШМТ1А-твариннi моделi
Трансгеннi мишi пiд назвою Trembler ("тримтя-
чi") є носiями точкових мутацiй в генi РМР22 та
мають паталогiчнi особливостi як i у хвороби ШМТ
[5]. Дiйсно, однакова мутацiя була виявлена як у
мишей, так i у людей. Однак, субклiтиннi наслiдки
неправильного фолдинга гена РМР22 i його надмiр-
ної експресiї (у бiльшостi випадкiв ШМТ1А) рiзнi.
Тож у даному контекстi твариннi моделi даних ми-
шей не спiвпадають з моделями для захворювань
ШМТ у людей. Надекспресiя гену РМР22 дикого
типу може бути змодельована тiльки додатковими
трансгенними копiями цього гена.
Трансгеннi тварини утворюються шляхом додаван-
ня очищених фрагментiв ДНК або бiльших геномних
фрагментiв у заплiдненi яйцеклiтини. Це стандартна
процедура для мишей, але для щурiв та iнших видiв
вона є бiльш технологiчно вимогливою. Рекомбiнацiя
Рис. 2. (А) Дiлянка (1 мм) сiдничного нерва щура ди-
кого типу. (B) Гетерозиготний PMP22-трансгенний
щур, вiком 5 тижнiв. Частина аксонiв (стрiлки) не
мають мiєлiнових оболонок, деякi мають тонкий мi-
єлiн, а iншi оболонки – нормальнi за товщиною. (C)
Гетерозиготний PMP22-трансгенний щур, вiком 6
мiсяцiв. Бiльш великi за дiаметром аксони не ма-
ють мiєлiнової оболонки, тодi як бiльшiсть малих
аксонiв мають нормальну товщину оболонки. (D) Го-
мозиготний трансгенний щур, вiком 5 тижнiв. Мiєлiн
вiдсутнiй. (E i F) Порiвняння аномалiй вентральних
(Е) i дорсальних (F) нервових коренiв гетерозиго-
тного щура у вiцi 6 мiсяцiв. (G) Волокно сiдничного
нерва 2.5-мiсячного гетерозиготного щура
клонованої ДНК в геном господаря є випадковою.
Як правило, процес iнтеграцiї створює кiлька копiй
менших фрагментiв трансгену, якi потiм знаходяться
в тандемнiй орiєнтацiї "head-to-tail".
Моделi РМР22 трансгенних тварин були створенi
як для щурiв, так i для мишей [4][6]. ШМТ-подiбний
фенотип цих гризунiв був першим прямим доказом
того, що у людини РМР22 є вiдповiдальним геном
за захворення в межах дуплiкованого регiону[3].
4. Периферична гiпомiєлiнiзацiя РМР22-
трансгенних щурiв
Морфологiчний аналiз показав втрату мiєлiну в
периферичних i черепних нервах. У поперечних пе-
рерiзах сiдничних нервiв багато аксонiв мали тонкi
мiєлiновi оболонки [1] (рис. 2.А – С).
Ступiнь гiпомiєлiнiзацiї вiдрiзнялася мiж iндивi-
дуумами i корелювала з видимим фенотипом [1]. До
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Рис. 3. (А) Гетерозиготний трансгенний щур у вiцi
2.5 мiсяця. Аксони мають або непропорцiйно тон-
кi мiєлiновi оболонки (Т), або не мають мiєлiнових
оболонок (А). (B) Гетерозиготний трансгенний щур
вiком 6 мiсяцiв. Одне волокно (N) має мiєлiнову
оболонку нормальної товщини, тодi як два невели-
кi аксони мають непропорцiйно збiльшену товщину
мiєлiну (I). (C) Типова цибулина 6-мiсячного щура.
Показанi концентричнi шари Шваннiвскої клiтини
i надлишковi базальнi пластинки навколо голого
аксона. (D) Гомозиготний трансгенний щур вiком 5
тижнiв. Аксони оточенi цитоплазмою Шваннiвської
клiтини, але жодна з них не має мiєлiнової оболон-
ки. Немiелiнованi волокна (U) є нормальними. Усi
шкали довжиною 2 𝜇м.
6-мiсячного вiку цибулини були великими (рис. 2.А).
Тяжкiсть аномалiй була бiльшою у коренях вентраль-
них нервiв у порiвняннi з дорсальними коренями
(рис. 2.E i F) або дистальними сiдничними i великого-
мiлковими нервами. Вентральна/дорсальна рiзниця
все ще вiдбивалася на периферiї, оскiльки нерви, якi
є переважно моторними, були бiльш сильно ураже-
нi, нiж тi, якi є переважно сенсорними (наприклад,
дистальними великогомiлковими нервами).
Загалом, гiпомiєлiнiзацiя була бiльш виражена
в волокнах бiльшого дiаметру (iмовiрно, моторих),
в той час як набагато дрiбнiшi волокна мали обо-
лонки нормальної або навiть пiдвищеної товщини
(рис. 2.С). Дефiцит мiєлiну варiювався впродовж
окремих волокон (сегментарна демiєлiнiзацiя), на-
вiть в межах одного мiжвузля (рис. 2.G). Мiєлiновi
оболонки добре ущiльненi з нормальною перiодичнi-
стю. Кiлькiсть ендоневрального колагену збiльшу-
валася. Аксональна дегенерацiя була рiдкiсним яви-
щем, в якому брали участь менше 1% волокон. У су-
купностi морфологiчнi аномалiї PMP22-трансгенних
щурiв дуже нагадують патологiю хворої людини з
CMT1A
5. Методика проведення дослiдiв
Дослiдження трансгенних мишей було подiлено на
три етапи:
1) Проведення поведiнкових тестiв
• якiсно описати поведiнку трансгенних тва-
рин
• показати як залежить поведiнка кожної
групи мишей вiд ступеня демiелiнiзацiї нер-
вових волокон.
2) Проведення морфометричного аналiзу мiєлiнi-
зованих аксонiв n. medianus (передня кiнцiвка),
n. peroneus та n. tibialis (задня кiнцiвка). При
цьому будуть вимiрюватись:
• дiаметр мiєлiнiзованих волокон;
• кiлькiсть мiєлiнiзованих волокон в дослi-
джуваних нервах;
• кiлькiсть немiєлiнiзованих волокон в дослi-
джуваних нервах;
• товщина мiєлiнової оболонки волокон;
• кiлькiсть шарiв мiєлiна, обертаючих воло-
кно;
• спiввiдношення мiєлiнiзованих i немiєлiнi-
зованих волокон в дослiджуваних нервах;
• стан цитоскелетного апарата як мiєлiнiзо-
ваних, так и немiєлiнiзованих нервiв (кiль-
кiсть та дiаметр нейротубул);
• дiаметр i стан аксоплазми волокон.
3) Проведення электрофiзолологiчних тестiв, ви-
значення таких параметрiв:
• швдкiсть провiдностi мiєлiнiзованих воло-
кон
• швдкiсть провiдностi немiєлiнiзованих во-
локон
• залежнiсть швидкостi провiдностi вiд статi
мишi
• порiвняння отриманих результатiв з вiдо-
мими значеннями провiдностi
Морфометричний аналiз буде проводитись виклю-
чно на гомозиготних особинах, оскiльки в них най-
бiльш виражений перебiг хвороби. Буде дослiджува-
тися 5 груп тварин: 1-а група звичайний дикий тип
(контрольна група). Iншi 4 групи — трансгеннi.
Проведення морфометричного аналiзу наразi не
є доцiльним, оскiльки очiкуються результати секве-
нування зразкiв, що покаже гомозиготна чи гетеро-
зиготна по PMP22 кожна пiддослiдна миша. Для
здiйснення статистично достовiрного морфометри-
чного аналiзу у кожнiй групi повинно бути не менше
3-х тварин. Таким чином буде потрiбно 15 тварин
(3 – звичайнi, 12 – трансгенних). Для того, щоб на-
копичити достатню кiлькiсть гомозиготних мишей
(12 особин) в одному поколiннi, потрiбно отримати
декiлька промiжних поколiнь. Слiд продовжувати
розплiд тварин доки їх кiлькостi не буде достатно.
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6. Результати
У 2-мiсячному вiцi гетерозиготнi трансгеннi ми-
шi розвивають нестiйку ходу i проявляють ознаки
м’язової слабкостi. Коли випрямляються, вони часто
не втримують вагу свого тiла на розтягнутих за-
днiх кiнцiвках. Атрофiя м’язiв заднiх кiнцiвок бiльш
очевидна у старих особин.
Аналiз слiдiв виявив, що гетерозиготнi мишi пока-
зують незграбнiсть та незручнiсть при ходьбi. Роз-
ташування слiдiв заднiх лап має невелике зовнiшнє
змiщеня, при цьому картина дикого типу трохи вiд-
рiзняється вiд трансгенного.
Гомозиготнi PMP22-трансгеннi мишi бiльш сильно
ураженi, нiж гетерозиготнi, вони вiдстають у ростi
i нiколи не навчаться контролювати рухи кiнцiвок.
Iнодi зустрiчаються мишi з епiзодами спастичностi i
параплегiї.
Висновки
Було дослiджено поколiння гомозиготних по
PMP22 мишей. У ходi роботи були виявленi та опи-
санi їх поведiнковi особливостi. Як i очiкувалося,
степiнь демiєлiнiзацiї однозначно впливає на незгра-
бнiсть ходи мишей та степiнь атрофiї їх мязiв.
На даний момент очiкуються результати секвену-
вання ДНК (встановлення послiдовностi нуклеоти-
дних основ ДНК), що має виявити гомозиготнiсть
пiддослiдних тварин. Це дозволить провести мор-
фометричний аналiз аксонiв для встановлення стру-
ктурних характеристик мiєлiнiзованих нервових во-
локон.
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